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論文内容の要旨

〔目的〕

N
6
, 2 '-0- ジブチリルサイクリックAMP(DBcAMP) は膜透過性がよいという理由で， in vivoの

実験においてサイクリックAMP(cAMP)の代用として，広く薬理学・生理学の分野で使用されている。

しかし細胞内では如何にしてcAMP作用を発現するのか末確定である。本研究はDBcAMPの細胞内代

謝経路を確定しそのいずれの代謝物が如何なる機序により cAMP作用を発現するのかを明らかにする

ことを目的とした。本研究にあたりダンシル( 1 -ジメチルアミノナフタレンー 5-スルホニル)化に

よる新しいヌクレオチドの定量法を開発しそれを用いた。

〔方法ならびに成績〕

1. ダンシル化によるヌクレオチドの定量; cAMPをはじめとして各種リボヌクレオチドはダンシル

化をうけ，オレンジ色の蛍光をもっダンシルヌクレオチドを形成することを発見した。反応、はpH

10.0 (重炭酸緩衝液)， 60% アセトン中で行い，過剰 (30倍量)のダンシルクロリドを用いるこ

とにより 100 %ダンシル化することが出来る。その後，シリカゲル薄層クロマトグラフィーで展

開し，ダンシルヌクレオチドの蛍光を薄層スキャナーで定量した。定量範囲は200 pmoles ~ 10n 

molesで、ある。ダンシルヌクレチドの構造決定を行ったところ，リボースはダンシル化されない

にもかかわらず\ヌクレオチドにわいてはリボース部分の 2 '-OH基が選択的にダンシル化され

ていることが，元素分析，その他の実験データにより明らかとなった。本法により一連のcAMP

誘導体を測定し得た。

2. cAMPプチリル誘導体の脱ブチリル反応;三種のcAMPブチリル誘導体[DBcAMP ，N仁モノプチ
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リルcAMP(NMBcAMP) ， 2 '-0- モノブチリル cAMP(0 MB cAMP) J についてラット肝抽出液によ

る分解を調べた。 N 6- プチリル基を加水分解する酵素は存在しないが， 2'-0- ブチリル基は酵素

的に加水分解され， DBcAMP はNMBcAMP に， OMBcAMP はcAMP に変換された。この酵素は

ラット肝の他，脳，心，腎，副腎，牌，脂肪系H織にも存在し血清には存在しなかった。肝細胞に

ついては可溶性画分に存在した。

3. 2'-0- ブチリル基加水分解酵素(2 1 -0-エステラーゼ) ;ラット肝抽出液より 10， 000 g 上清，

硫安分画 (25-45%) , DEAEーセルローズ，セファデックス G-200 ，再びDEAEーセルロー

ズカラムクロマトグラフィーを繰り返すことにより ポリアクリルアミドゲル電気泳動でほぼ単

一にまで精製した。分子量は約40万，等電点はpH 4.0，至適pHは 7.0であった。この酵素はαわ

よびß-ナフチル酢酸を分解する非特異的エステラーゼの一種であるが，数多くある非特異的エ

ステラーゼのうちの唯一種のみが 2'-0-エステラーゼ活性をもつことがわかった。また，この

酵素はコリンエステラーゼ，リパーゼ活性をもたない。

4. c必Fブチリル誘導体及びP-O-モノエチルcAMP (POMEcAMP: 燐酸部のモノエチルエステル)

のサイクリックヌクレオチドホスホジエステラーゼ(PDE) に対する影響; PDEは分子多様性を

示しDEAEーセルローズカラムクロマトグラフイーにより cAMP特異的， cGMP特異的，および

その両方に作用するPDE に分画できる。 cAMPプチリル誘導体はcAMP特異的PDEのみに強く

阻害作用を示し， cGMP特異的PDE には殆んど阻害を示さなかった。また， POMEcAMP にも C

AMP特異的PDE に対する特異的な阻害作用を認めた。

〔総括〕

以上の結果ならび、にprotein kinase , cAMP binding protein に対する態度，そと他の作用をまと

めて表示すると下表の如くとなる。
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DBcAMP NMBcAMP OMBcAMP POMEcAMP 

2' -0 ーエステラーゼ NMBcAMP cAMP に
分解されない分解されない

により に変換される 変換される

cAMP-binding 
結合しない 結合する 結合しない 結合しない

protein に文ずして

protein kinase に
活性化しない 活性化する。 活性化しない 活性化しない

対ーして

Steroido-genesls 
増加させる 増加させる 増加させる 変化なし

に対して

cAMP特異的PDE に
阻害する 阻害する 阻害する 阻害する

対-して

cAMPの来守 cAMPの系守 cAMPの来句
分解されないPDEの基質として

10%の分解率 10%の分解率 50%の分解率

これらの実験事実からDBcAMPの生理作用発現機序は細胞内で、cAMP に変換されるのではなく，次の

理由によると結論された。

1) 2'-0-エステラーゼにより NMBcAMPに変換し，そのものがprotein kinase を活性化する。

2) NMBcAMP はPDEの基質とはなりにくく，そのものがcAMP特異的PDE を阻害する。

論文の審査結果の要旨

要旨，ジプチリルサイクリックAMP(DBcAMP) は，膜透過性がよいという理由で， in vivoの実験

において， cAMPの代用として，広く使用されているが，その作用発現機構は未確定である。本研究

は，新たに，ダンシル化による cAMP，並びに，その誘導体の測定法を開発し，次の諸点を明らかに

した。

1. cAMP をはじめ各種ヌクレオチドは，通常より高し~pH(pH10. 0) でダンシル化を受け，蛍光物質を

形成し，蛍光定量が可能で、ある( o. 2~ lOn moles)。ダンシル化は，リボースの 2 1 -OH におこり，

2' -0-モノダンシルヌクレオチドを形成する。

2. この方法を用いて， DBcAMPの肝抽出液による脱ブチリル反応を検討したところ， Nにブチリル

基は分解されず~， 2 1-0- ブチリル基は酵素的に分解され， N 6ーモノブチリルcAMP となる。

-106-



3. 上述の酵素を肝抽出液より，約1000倍精製した。分子量約30万，至適pH 7.0であり，数種ある非

特異エステラーゼのうち，特定の一種のみが，本酵素活性を有する。

4. DBcAMP は cAMP に戻らず， N 6_ モノプチリル cAMPの形でcAMP依存性プロテインキナーゼ

を活性化する。

5. cAMP プチリル誘導体はcAMP特異的ホスホジエステラーゼを強く阻害する・が，このために，細

胞内で合成されるcAMPの分解が抑制されて， cAMPの作用が発現する可能性は否定的である。

本論文はDBcAMPのcAMP作用発現機構を明確にしたものであり，学位論文として価値あるものと

認められる。
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